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Patentanspruche 

1. Verfahren zur nicht radioaktiven Markierung von Polynukleot i- . 
den, dadurch gekennzeichne t , daO man an der Seitenkette halo- 
genierte Nukleoside in die Formy 1 verbindungen oder deren ge- 
schtitzte Oerivate wie das Hydrogensul f iiaddukt , das Cyanhydrin, 
Thioacetale oder Vollacetale iiberfuhrt, diese durch Phospho- 
rylierung zu den en tsprechenden Nukleotiden und anschlieOend 
durch weitere Phosphory 1 ierung zu den Nukleosidtr iphosphaten 
umsetzt, die Triphosphate mit Hilfe von Polymerasen, termi- . 
nslen Transferasen oder anderen metabol isierenden Enzymen in' 
Polynukleot ide einbaut und nachfolciend Markergruppen , gegebenen 
falls nach Abspaltung der Schut zgruppen , ankoppelt. 

2. Verfahren nach Anspruch'l, d.g., daQ man als an der Seiten- 
kette halogenierte Nukleoside 3', 5 f -ui-O-acyl-5-dibrommethy 1- 
^'-desoxyuridin oder 2', 3 \ 5 ' -Tri -0-acy 1 -5-dibrommethyluri - 
din verwendet . 

3. Verfahren nach den Anspruchen 1 und 2, d.g., daQ man als ge- 
schutzte Formy lderivate cyclische Vollacetale durch Umsetzung 
mj.t Propandiol erhalt. 

4. Verfahren nach den Anspruchen 1 und 2,-d.g., daO man. cycl ischs 
Vollacetale durch Umsetzung mit Glycol oder Brenzka techin er- 
halt. 

5. Verfahren nach den Anspruchen 1 und 2 y d.g., daO man die Phos- 
phorylierung der geschutzten Formy 1 verbindungen zum Nukleotid 
unter Bedingunger, durchfuhrt, die eine saure Abspaltung der 
Formy 1 -Schut zgruppen und einen zusatzlichen Schutz der. 3'-0H- 
Gruppe verme iden . 

6. Verfahren nach den Anspruchen 1 und 2, d.g., daQ man die wei- 
tere Phosphory lierung zum Triphosphat unter Bedingungen durch- 
f t j r 1 , die eine saure Abspaltung der Formyl-Schutzgruppen ver- 
meiden . 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daQ 
der enzymatische Einbau der modi f iz ierten Nukleosidtriphos- 
phatc nach Methoden wie z.B. der Nick-Translation, der cDNA- 
Synthese, der Pr imerextension , dem gap- Oder end-filling unter 
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Verwendung clef entsprechenden Enzyme erfolgt . 

Verfahren nach den Anspriichen 1 und 2, d.g., daO die 
Markierung des Polyr.ukleot ides mit einer' Riot inverbindung , 
Fl.uorescinverbindung oder einem anderen Marker mit chromo- 
phorer Oder fluophorer Gruppe tiber eine Azomethi n-Bindung 
erfolgt, die gegebenenf alls mit z.B. Natr iumbor.hydr id redu- 
ziert wird. 

Verfahren nach den Anspriichen 1 und 2, d.g., daG die Mar- 
kierung der nach Einbau der modif izierten Nukleosidtriphos- 
phate erhaltenen Pol ynuklsotide mit einem Partner einer imrou- 
nclogischen Reaktion erfolgt. 

Verfahren nach Anspruc'h 8, d.g., daG als Partner einer 
immunologischen Reaktion ein Hapten wie Biotin eingesetzt wird 

Verfahren nach den Anspriichen i und 2, d.g., daO die Bin- 
dung des Markers an die modif izierten Strukturelemente im Poly 
nukledsid .uber einen Spacer erfolgt. 
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1. Titel der Erfindung 

Verfahren zur nichtradioakt i ven Markierung von 
Polynukleotiden 

2. Anwendungsgebiet der Erfindung •. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur nichtradioaktiven 
Markierung von Polynukleotiden als molekulare Hybridisierungs 
sonden. Diese finden neben der wissenschaf tl ichen Anwendung . 
auch in Medizin, Landwirtschaft und Lebensmi ttel indue trie , ' 
zur viralen und bakteriellen Diagnostik zunehmend praktiscne 
Nutzung . 

3. Charakteristik des bekanr.ten Standes der Tachnik 
Allgen.ein im Gebrauch ist die radioaktive Markierung fiir den 

; Nachweis von Molekularsonden nach deren Hybridisierung mit 
der gesuchten Polyhukleotidsequenz . Oieses Verfahren erfor- 
dert aber'apparativen Aufwand, Ss ist teuer, birgt gesund- 
heitliche Risiken und erfordert die Beachtung der relativ 
kurzen Halbwertzeiten. Dazu sind in der wissenschaf tlichen 
und Patentliteratur zahlreiche Alternative,! angeboten worden, 
die i.a an einer speziellen Stelle im Pol ynukleot id und auf' 
einer best immten Stufe der Preparation der Sonde eine Mar- 
kierung mit einer besUmmten Signalsubstanz (Antigen, Hapten, 
Antikbrper, Enzym, Fluorophor, Chemilumineszenzkatalysator "' 
•J. a.) vornehmen, die entweder direkt oder indirekt nachweis-- 
bar ist. Oer direkte Nachweis, z.8. (iber eine Markierung mit 
einem Fluorophor, erreicht nicht die Empf indl ichkei t der in- 
direkten Methoden. Fur die indirekte Indikation wlrd i.a. ein 
Enzym vorgeschlagen , das durch Reaktion mit einem Substrat 
ein'detektierbares Lichtsignal liefert. Das Enzym kann un- 
mitt.ilbar als Marker an der Sonde gebunden sein. Giinstiger 
fiir die. Nachweisempfindlichkeit aber 1st der Aufbau einer 
serologischen Nachweiskette , ausgehend von dem Partner einer 
immunclogischen Reaktion, der die Sonde markiert, und endend 
an einem Konjugat, das ein Enzym zur Indikation mittels eines 
Substrates enthalt. ' ' 

Fiir die vorliegende Erfindung sind Publikationen relevant, 
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die eine Markierung an der 5- Position von Pyrimidinbausteinen . 
der Polynukleotidsonden zum Ziel haben. Dprartig modif izierte 
Nukleot idbausteine lassen sich in vivo und in vitro gut in 
Sonden einbauen, da die chemisch modif izierten Positionen mit 
den Erkennungsregionen der fur den Einbau verantwortlichen En- 
zyme und mit der Wasserstof f bruckenbindung zwiiichen Sonde und 
Zielsequenz vergleichsweise wen ig in ter f er ieren\ Es gibt zwar 
auch die Moglichkeit, ein modi f iziertes Nukleotid chemisch, 
z.B. mit einem Syntheseautomaten , in eine Oligonukleot idsonde 
einzubauen und dann zu markieren (WO 84/03285 , J . L . Ruth ) , doch 
der Lange des Oligonukleotides und damit der Starke der mit 
ihr angestrebten Hybridisierung sind nach dieser Verf ahrens- l \ 
weise Grenzen gesetzt. 

Bekannt sind Methoden, die eine chemische Markierung erst an 
dem unveranderten Polynukleot id vornehmen, wobei vornehmlich 
Cytosin und Adenin (EP 138357, G.M. Landes), Cytosin (DOS 
3431536, H. Graf) oder Guanin (EP 172153, C.W. Adams et al.) 
chemisch derivatisiert warden . Die dazu verwendeten chemischen 
Reaktionen lassen erwarten, daO die Intaktheit des Palynukleo- 
tides und damit auch des-se.i Hybridisierung beeintracht igt wer- 
den . 

O.C. Ward et al . (EP 63879) beschreiben eine Methode zur Mar- 
kierung von Nukleotiden an den Basen Thymin, Cytosin und Uracil 
mit Biotin. Die so markierten Nukleosidtr iphosphate werden en- 
zymatisch in die Polynukleot idsonde inkorporie r t . Bei der Her- 
stellung der markierten Nukleotide geht man vorzugsweise von 
UTP oder dUTP aus, an die in C-5 Pnsition uber eine metallor- 
ganische Zwischens tuf e ein Allylamin synthe t isier t wird, woran 
ein aktivierter Blot inylester koppeln kann. Oas Synthesever- 
fahren 1st relativ kostspielig und aufwendig. Die enzymati- 
schen Einbauraten der markierten Nukleosidtriphosphate in die 
Sondensequenz sind nicht sehr hoch bzw. die gewonnenen Poly- 
nukleot idket ten nicht ausreichend ling. P. Kourilsky et al. 
(USP 4581333) koppelten u'rar eine Cytochrom C-Briicke z.B. Bio- 
tin an das Polynukleot id . In ahnlicher Weise verknupfte M. Renz 
(EM80 J . 3 ( 1 9 B 3 ) 817-822) biotiny liertes Histon HI und das 
Polynukleotid mit Hilfe von Glutardialdehyd . M. Renz und C. 
Kurz (Nucleic Acids Res. 12, (1984) 3435-3444) ketteten das 
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Markerenz.ym.an Polyethy lenimin m it Hilfe von p-Benzochinon 
und die resuitierenden Konjugate wurden mit Glutaraldehyd 
an DNA gebunden. Nach diesen Vorschlagen ergibt sich jeweils 
ein ungunstig hohes Protein/Polynukleotid-Massenverhaltnis , 
das die Hybridisierang erschwer* und damit die Nachweisemp- 
findlichkeit beeintrachtigen kann. AuQerdem werden nun die 
Bedingunnen fur die Hybridisierang dutch die Stability der 
gebundem:n Enzyme begrenzt. 

0. Engelhardt et al . (EP 97373) beenspruchen die chemische 
Markierung von Nukleotiden mit einer Signalsubstanz mit dem 
Ziel, die markierten Nukleotide in ein Polynukleotid einzu- 
bauen, sowie- den Einbau einer Signalsubstanz iiber Briicken- ' 
glieder an nicht modifizierie Polynukleotide . In den Anspruch 
auf Nukleotide, die mit einer Signalsubstanz markiert sincl 
werden die Methoden zur Markierung von Nukleotiden ns.h DC 
Ward (EP 63879) mit aufgenommen. Die Technik, bereits das 
Nukleotid mit einer Signalsubstanz zu versehen, bringt i.a. 
aufgrund des Volumenbedarf s von Linker oder Spacer und Signal- 
substanz Beeintracht igungen beim enzymatisuhen Tinbau in ein 
Polynukleotid mit sich. 

Modifizierte Nukleosidtriphosphate , die enzymatisch in ein 
Polynukleotid inkorponert werden sollen, mussen neben ihrer 
spaceren Funktion in dem Polynukleotid noch gewisse Voraus- 
setzungen aufweisen, die sie fur einenenzymatischen Einbau 
i-i das Polynukleotid geeignet machen. So du'rfen sie die Er- 
kennungsreaktion der fur den Einbau verantwor t.l ichen Enzyme 
nicht stciren und sie sollten gegenuber diesen Enzymen keine 
andere Reaktivitat als die eines Substrates besitzen. Oiesem 
Anspruch werden nur Veranderungen am Nukleotid gerecht, die ■ 
keine sterischen Hinderungen mit sich bringen, d.h. mit der 
Modifizierung des Nukleotides sollten mbglichst nur kleine 
Gruppen eingefuhrt werden. Nukleosidtriphosphate mit raum-' 
ausfullenden Gruppen wie Biotin werden in unmittelbarer Nach- 
folge nur sehr langsam enzymatisch eingebaut. AuOerdem darf 
die. Reaktivitat dieser neuen Gruppen oder Atome die enzyma- 
tische Inkorporation in das Polynukleotid nicht stbren bzw. 
sie muO maskiert (mit Schutzgruppen versehen) voriiegen. 
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Die Aufgabe der modif izierten Nukleotide im Polynukleotid 
besteht dar in , .eine Markierung fur das Poiynukleot id aufzu- 
nehmen. Mit der Markierung erreicht man, daQ gesuchte Poiy- 
nukleot idsequenzen uber eine Hybridisierung mit der markierten 
Polynukleotidsequenz im Falle einer komplementaren Basenf olge 
bestimmbar werden. • 

4 . Ziel der Erf indung 

Die Erf indung hat das Ziel, ein kos tenguns t iges und wenig auf- 
wendiges Verfahren zur nichtradioakt iven Markierung von Poly- 
nukleotiden zu entwickeln. Die' Anwendung der Erf indung fur 
Hybridisierungstests soil den Einsatz radioaktiver Substanzen ^ 
eriibrigen und eine hohe Nachweissmpf indlichkcit garantieren. 

5. Oarlegung dos Wesens der Erf indung 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein 
Nukleotid 'so zu . modif izieren , daG es sich zum einen leicht 
enzymatisch in ein Polynukleotid einbauen laOt und zum anderen 
im Polynukleotid mit verschiedenen Markern zur Umsetzting ge- 
bracht werden kann, ohne das andere Bausteine Oder Bindungen 
im Polynukleotid angegri f fen werden , urn dieses Polynukleotid 
fur einen Nachweis in einer Testprobe zuganglich zu machen . 

Erf indungsgemaO wird die Aufgabe dadurch gelost, i1aQ man an 
der Seitenkette halogenierte Nukleoside in die Fo cmy lverb in- 
dungen oder in deren geschutzte Oerivate uberfuhrt. AnschlieAend 
werden diese zu den entsprechenden Nukleotiden phosphory 1 iert 
und durch weitere Phosphorylierung zu den entsprechenden Nu- 
kleosidtriphosphaten umgesetzt. Das Triphosphat wird mit Hilfe 
von Polytnerasen oder anderen metabolisierenden Enzymen in Poly- 
nukleotide eingebaut und im AnschluO wird eine Markergruppe , 
ggf. nach Abspaltung der Schut zgruppen eingebaut. Die wich- 
tigsten Verf ahrensschri tte bei der Herstellung eines markier- 
ten Po]ynukleotides werden durch die Zeichnung verdeutl icht. . 

Die durch Halogenierung erhaltenen Dihalogenalky lder ivate , 
vorzugsiweise 3 1 , 5>0i-0-acyl-5-dibrommethyl-2 ' -desoxyuridine , 
lassen sich mit einer Vielzahl von Verbindungen zu Produkten 
umsetzen, die erf indungsgemaO noch eine Reaktivitat besitzen, 
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die .urn einen nicht so hoch seiri darf, daO sie die nachfol- 
genden Reaktionen e insch.UeOl ich des enzyma t ischen Einbaus 
in ein Polynukleotid stort, zum anderen aber ausreichend ist, 
zur Bindung eines Markers. So werden die halogenierten Nu- 
kleoside nach an sich bekannten Methoden in die entsprechenden 
Formylverbindungen iiberfiihrt. £ s ist jedoch gunstiger, die 
Formvlgruppe Z1J schiitzen, z.B. als Acetal, als Hydrogensul- 
fitaddukt, als Cyanhydrin u.a.. Es lassen sich die cycli- 
schen Vollacetale auch direkt aus den HalogenVerbindungen 
durch Umsetzung mit vorzugsweise Propandiol oder Glycol. her-' 
stellen. . 

Die derart modif izierten Nukleoside werden unter Beachtung der 
Stabilitat des ieweiligen Nukleosides zum Triphosphat gebrac. t. 
So ist es wichtig, bei der Mono- und Triphosphorylierung ein 
Arbeiten im Sauren zu umyehen. 

Der enzymatische Einbau der modif izierten Nukleotide erfolgt 
nach bekannten Methoden wie der Nick-Translation von ONA unter 
Verwendung von E . coli ONA -Polymerase , durch Auf fallen 'zuriick- 
gesetzter 3 , -Enden, wie sie durch Behahdlung mit gewissen Re- 
striktionsenzymen entstehen, durch Verwendung des groOen (Kle- 
now)Fragmentes von E. col J- Polymerase oder durch die 3'-termi- 
nale Addition der modif izierten Nuklsotide mit Hilfe der termi- 
nalen OMA-Tranpferase. Oas so evhaltene modif izierte Polynu- 
kleotid ist der Hrakursor fur eine breite Vielzahl von mar- 
kierten Poly -ukleotiden . 

Die Markierur.g der Polynuk leot.ide erfolgt erf indungsgemaO nach 
Einbau der modi f iz ierten Nukleotide in Abstimmung mit dem 
spateren Verwendungszweck der markiei ten F olynukleotirie mi t 
Subscanzen, die neben dem Marker selbst eine zur Reaktion mit 
den modifizierten Orten des Polynukleotides geeignete Gruppe 
besitzt. Sie erfolgt z.B. mit Biotin, Fluorescin oder einem 
anderen Marker mit chrumophorer oder fluorophurer Gruppe iiber 
eine Ajometh in-Bindung , die ggf. mit Natr iumborhydri d reduziert 
wird. 

In alien- Fallen kommt die Reaktion, welche zur Markierung fuhrt, 
dadurch zustande, d*Q das Polynukleotid durch den Einbau rnodi- 
fizierler Nukleotide Stellen aufweisx, die der Reaktion mit 
nukleophilen Reagenzien, wie Aminen oder Hydraziden, zugang- 
lich sind, entweder un.nittelbar ooer erst nach Entfernen der 
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Schutzgruppe. Dafiir .ist die 5-Formy Igruppe . an einer Pyrimi- - 
dinbase ein Beispiel. ' . 

Der Marker ist mit entsprechenden Agenzien qualitativ und 
quantitativ nachweisbar. Der Marker kann aber auch so be- ' 
schaffen sein, daO er selbst Signale fur einen Nachweis lie- 
fern kann. Das trifft zu fur chromophore oder fluorophore 
Gruppen, doth auch fur Proteine wie das Ferritin, das im 
Elektronenmikroskop als elektronendichtes Material erkennbar 
wird. GebrauchlAcher sind indirekte Nachweise, die von einem' 
Marker aui.gehen, welcher mit weiteren Agenzien unter Bildung 
nachweisbnrer Signale reagiert. In diesen Fallen sind die ; 
Marker Proteine, die nach Kontakt mit Substraten einen spck- ■■ ' 
troskopischen Nachweis gestatten, odsr es sind Partner einer 
immunologischen oder Rezeptor-Akzoptor Reaktion, die in be- 
kannter Weise bestimmt werden kdnnen. Mit einer immunologi- 
schen Nachweiskette, wie man sie z.B. von der ELISA-Technik 
her kennt, kann eine entsprechende Empf indlichkeit des Testes 
erreicht werden. Solche Markierungen erlauben z.B. den Nach- 
weis ethiologischer Agenzien, die ein Polynukleotid enthalten 
bzw. deren Aktivitat mit dem Auftreten eines Polynukleotides 
korreliert. 

Es ist in vielen Fallen von Vorteil, bei der Aufnahme eines 
Markers mit den genannten Funktionen in das Polynukleotid 
auch einen entsprechend dimensionierten Spacer zu beriicksich- 
tigen, damit eine gewisse Bewegl ichkeit und Reaktionsbereit- 
schaft den Markers f tir die weiteren Nachweisreaktionen ge- 
geben sind. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird diesem 
Spacer ein gewisser Grad an Hydrophilie mitgegeben , um bei 
Hybridisierungen unspez i f ische Wechselwirkungen , z.B. mit dem 
Trager, zu vermeiden. 

Ein bevorzugter Weg dieser Erfindung besteht darin, 3',5'- 
Di-'0-a(:etylthymin-2 1 -desoxy r ibos id zum 3 ' , 5 ' -Oi -0-acetyl-5- 
dibrommethyl-2'-desoxyuridin zu bromieren. Daraus laGt sich 
hydrolytisch 5-Formyl-2 ' -desoxyur id A n gewinnen, das zwar als 
Triphofiphat auch direkt in ein Polynukleotid inkorporiert wer- 
den kann - es ist jedoch gunstiger, die Formylgruppe zu schutzen, 
z.B. als Acetal, als Hydrogensulf itaddukt , als Cyanhydrin u . a . . 
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Nach Einbau des, geschutzten 5-Formyl-2 ' -desoxyuridint ripbos- 
phates laOt sic'.i die Schutzgruppe leicht wieder abspalten, 
so daQ fur die Markierungsreaktion eine reaktive Aldehyd- 
gruppe -ur Vecfugung steht. So entsteht aus 3 ' , 5 ' -Oi-0-ace- 
tyl-5-dibrommethyl-2 1 -deso> yuridin und 1 , 3-Propandioi ein 
cyclisches Vollacetal, das sich phosphory 1 i eren laQt'zum 
5 - ( 2- ( 1 3-Dioxany]))-2 ' - des ox yuridin -5 ' - triphospha t . 

Die Vorteile des Verfahrens licgen darin, daD die erfindungs- 
gemaO modif izierten Nukleotide die Erkennungsreak tion der fur 
den Einbau verantwortlichen Enzyme nicht storen und auch ge- 
geniiber diesen Enzymen keine andere Reaktivitat als die eines 
Substrates besitzen. 



Bei den folgenden Spezif ikationen handelt es sich um prak- 
tische Beisoiele, die die Besonderheiten des vorliugenden 
Verfahrens illus trieren , aber den Umfang der Erfindung nicht ..' 't 
einschranken sollen. 

1. Herstellung von 5(2-( 1 , 3-Dioxanyl ) )-2 ' -desoxyuridin 

1 mMol 3' ,5 , -Di-0-apetvI-2'-desoxythymidin wird in 200 ml 0i- 
chlorathan mit 2,2 mMol Brom unter Verwendung einer Lichtquelle 
bromiert. Nach dem Abrotieren des Losungsmittels wird der Ruck- 
stand in 10 ml absolutem Dioxan au f ge'nominen und in eine Lbsung 
von 1,1 mMol Propandiolo' ? , 5 mMol 01 isopropy la thyl amin und 10 ml absolu- 
tem Dioxan be i 20 °C zugetropft . Nach .16 Stunden wird die Lbsung 
einrotiert. Uer Ruckstand wird in Chloroform aufgenommen und mit 
wassriger Bicarbonatlosung extrahiert. Die getrccknete Chloroform- 
lbsung wird einrotiert, der Ruckstand an Kieselgel 60 chromato- 
graphiert (100 „ Kieselgel 60 (Merck), 0,06 - 0,2 mm, Essigsaure- 
athylester mix 0,5 \ Tr ia'thylamin als Laufmi ttel) . 
Das reine 5(2- (1 , 3-0ioxanyl ) )-2 ' -desoxy-3 ' 5 1 -0-acetyl-uridin I 'hat 
einen Schme '.zpunkt von 168 - 72 °C und einen r, f-Wert von 0,6 auf 
DC-Kieselge lplatte (Merck f 25 ^. Oie Entacyl ierung wird mit einer 
10 %igen Lbsung von Tr ia'thylamin in absolutem Methanol bei 20 °C 
in 24 h orj er nach 1 h RuckfluO durchgef uhr t . Nach dem Einrotieren 
und Kodestillieren mit Toluol kann der Ruckstand fur die weitere 
Phosphory lierung direkt eingesetzt werden.. > 

2. Umsetzung zum 5(2-( 1 , 3-Dioxanyl ) )-2 1 -dasoxyuridin-5 ' -triphosphat 
(OdUTP ) 

0,5 mMol 5l2-(l,3-Dioxanyl))-2'-desoxyuridin werden zusammen mit 
0,6 mMol Cyanathylphosphat mit 10 ml absolutem Pyridin je 3 mal 
einrotiert. Zum Ruckstand werden 3 mMol Dicyclohexylcarbodi imid 
und 0, 5 mMol Di isopropyla'thylamin in 5 ml Pyridin gegeben. Nach ca . 
50 h bei 20 0 werden 1,5 ml H 2 0 zugegeben. 30 Minuten spa'ter wird 
bis 2iir Irockne im Vakuum einrotiert, dann in 5 ml Wasser aufge- 
nommen, der unlbsliche Rest wird mit 2 weiteren kleinen Wasser- 
p'ortionen. gewascheh. Die vereinigten Ubers fch'nde ' ( 10 - 15 ml) wer- 
den mit ca. 5 ml Triethylamin versetzt, iiber Na.cht geschiittel t , 
dann einrotiert und schlieQlich in wenig 0,5 'isiger wa'Origer Tri- 
ethylamin-Lbsung aufgenommen. Die Lbsung wird an DEAE-Sephadex A 25 
fraktioniert mit Hilfe eines Gradienten (0-0,3 mol) von . Triethyl- 
ammoniumhydrogencarbonav. Nach wiederholtem Abrotieren (mit Ethanol) 
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der gesammelten mit DC als positiv auf Monophosphat getesteten 
Fraktionen erhalt man. das. Triethylammoniucsalz des Oioxany ldesoxy- 
uridinmonophosphates. Zur Triphosphoryl ierung (im wesentlichen 
nach Hoard u . Ot t ( 1 965 ) > werden 0 , H mMoi des 5(2-( 1 . 3-0ioxanyl ) )- 
Z'-desuxyuridin-S'-monophosphat-TriethyiadimoniumsaW.es mit 4 ml 
Oimethylformamid (DMF ) unci 0,5 mMol Tributylamin versetzt -unci unter 
. wiederholter Zugabe von.OMF mehrmals einrotiert. SchiieGlich wird 
in DMF aufgenommen, 2 niMol Carbony ldi imidazol in 4 ml DMF zugegeben 
und 4 h geschiittelt. Danach werden 3,2 mM Methanol zugege'jen. Nach 
30 Minuten werden unter starkem Riihren 2 rt.M Tributylammoniumphor^ ' 
phat in 20 ml DMF zugegeben und die Mischung wird .1 Tag im Exsic- 
cator belassen. Das ausgefal lene Imidazoliumpyrophosphat. wird mit 
•nehreren OMF-Portionen gewaschen, die. vereinigten Uberstande wer- 
den im Volumenverhaltnis 1:1 mit Methanol behandelt end einrotiert. 
Oer Rest wird in 0,5 «siger wa'Origer T r iethy laminlosung auf geno.mi„en 
und on OEAE mit einem Gradienten (0-0,5 molar) von T r ieth.y lammonium- 
hydrogencarbonat f raktioniert . Nach Einrotieren der entsprechenden 
.Fraktionen wird noch mehrmals mit Ethanol abrotiert, um das Triethyl 
ammoniumhydrogencarbonat zu entfernen. Das ■ erhaltene. Triphospha.t " 
kann bei -20 °C ohn ; . Abbauerscheinungen gelagert werden. 0io UV- 
Absorption hat bei 265 nm ein Maximum, d=js sich beim Ansauern durch 
Entacetalisierung zum 5-Formyl-dUTP in Richtung 200 nm verschiebt. 
3. Herstellung von 8iotin-b-amino-n-hexylijm.id 

2 mMol 1 ,6-Hexamethy.lendiamin werden in 30 ml H.^G gelost: Die Lo- 
sung wird durch Ansauern- auf einen pl-l-Wert von 0-? yf?t:racht , und 
es werden 0,2 mMol Bio.t in-N-hylroxysuccinimid air- Lcisung in 10 ml 
DMF zugegeben. Man laQt iiber Nacht. bei RT stehen, rotiert dann im 
Vakuum ein, wa'scht mit Ether, nimmt den Rest in wenig Wasser auf 
und fraktioniert an Kicselgel 60 (5-40 pm , mit Isopropanol/Ammoniak- 
Lbsung (25 A)/ H 2 0 = 50/10/40, obere Phase), so daO das Produkt 
frei von Hexamethy lendiamin isoliert werden kann. Die F rakt ionierung 
wird vortei lhaf terweise unter Anwendung von Uberdiuck durchge f u'hrt 
(Flash-Chroma tographie , HPLC). 

<\. Linbau von QdUTP in eine ONA-Hybr idisierungssonrie mittels ONA-Po- 
lymerasen 

Zwecks Bictinylierung einer Hybridisierungsprobe wurde ein rekombi- 
nar.tes Plasmid der pUC-Reihe mit einer fur spatere Hybridisicrungs- 
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versuche geeigneten Sequenzinsert ion verwendet. Der Einbau des 
DdUTP erfolgte mittels Klenow-Fragment o'er ONA-Polymer ase I in 
einem Reak t ionsansat z von 20 pi, bestehend aus 0,5 pg denaturier- 
ter Plasmid-DNA, 10 ng Ml 3-mp8-Sequenzierungsprimer oder alterna- 
te 500 pg Oligonukleotidprimer mit randomisierter Sequenz, 3 pg 
bovinem Seruma 1 bumin , je 40 pM dA TP , dCTP und dCTP, 60 pM DdUTP, 
3 pM dTTP, 75 mM Hepes-NaQH pH 7 , 5 5 , 5 mM ' MgCl 2> 3,75 mM 2-Merkap- 
toethanol und 2,5 Einheiten Enzym. Nach einer einstundigen Reak- 
tion wurde durch EOTA-Zugabe a uf 5 mM abgestoppt, 15 n Mol Biotin- 
hydrazid zugegeben und dutch Essigsaurezusatz der pH auf 4 bis 4,5' 
gebracht. Nach einer ReaUtionsze.it von 14 bis 16 h wurde mit Ammo- 
niumcarbonat neutralisiert und iiber eine 5 ml-G -50-Saule fraktio,-\ 
niert. Die mit dem AusschluOvolumen gesammelte hochmolekulare 0NA 
wurde in Hybr idisierungsversuchen nach bekannten Verfahren einge- 
setzt. Die qebundene biot inyl ier te Sonden-ONA wurde nach mehreren 
Waschschrittsn in 0,01 M Tris-HCl, 0,5 M NaCl, 2 mM CaCl 2 , 0,1*5 
Tween 20 bzw.0,25 % Magermi lchpulver und kurzzeit igem Backer, bei 
00 °C fur 30 min mit 20 pg/ml S t re.pt a v idin in gleichem Puffer zur 
Reaktion gebracht. Nach 3-fachem Waschen in Tris-HCl pH 7,5 erfolg- 
te eine 30-minutige Inkubatioh in einer Losung von biot inyl ier tern 
Protein A einer zuvor als geeignet bestimmten Verdiinnung. Nach ; 
weiteren Waschungen und nochmaliger Inkubation mit Streptavidin, 
nefolgt von nochmaligen Waschschri t ten warden. die Flachent rager 
in einer geeigneten Verdiinnung biot inyl ierter alka lischer Phospha- 
tase aus Kalberdnrm inkubier!". Der Nachwe is gekoppel ter alkalischer 
Phosphatase erfolgte nach weiteren Waschungen unter Einsatz von 
Brom-chlor-indoxylphosphr c und Nitroblnu-Tetrazoliumsalz entspre- 
chend allgemein ublicher Vorschrif ten . 

5. Einbau von OdUTP in eine DNA-Hybr idis ierungssonde mittels ter- 
minaler Desoxynucleot idy ltransf erase 

Zwecks Bint inyl ierung einer Hybr id is ier ungsprobe wurde das im Aus- 
f iihrungsbeispiel 4 genannte rekomb inante Plasmid mittels geeigneter 
Rest rikt ionsendonukleasen , die 3 ' -uberhangtinde EnJen kreieren, ge- 
schnitten (in diesem 8eispiel mit 5 Einheiten Pst I je pg Plasmid- 
DNA). Nach ublichen Oeprote inisierungs- , Reinigungs- und Konzen- 
trierungsi.chri tten wurde die 1 inear isierte Plasmid-DNA (1 pg) in 
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einem Reak t ionsvolumen von 20 P l unter Einsatz ter-ninaler Desoxy- 
nucleotidyltransferase mit DdU geschwanzt. Die Reaktion verlief 
fUr 3G mm- bei .-37 °C in 40 mM Cacody latpuf f er , pH 6,8 mit 10 mM 
MgCl 2 , 0,1 mM ZnS0 A , 0,1 mM OdUTP ■ und 4 Einheiten Enzyrn. Nach Ab- 
stoppen der Reaktion wurde das OdU umgesetzt mit 8iotin-6-amino- 
hexylamia, in der Hybr idisierung eingesetzt und zur Oetektion qe- 
fuhrt-wie in Ausfiihrungsbeispiel 4 beschrieben. 
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